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Antikorper. d>e gegen |*« /SJ^Swi der DNA und der 
KpSE ^J^^'". der Progression 
von Zervixiasionen geeigneten Kit. 
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Beschreibung 



^onsDOtentials von Zervixlasionen eignet, 

Das invasive Zemxkarzmom gebt in ^ "» bis s^ere Dysplasie (CIN1 bis CIN3) bezeicn 

hreiSs Spektrum von Lasionen. die toopa^ologisA ak to^tems ^ & ^ iert wer den. 

breites bpeKCTw. ^ spQ zuruckund mussen ^ jfcergehen, z. B. 

Sd'^SnnSeie Lasionen fiber Jahre Pg^^^SSS^SS s^mnd 50 Jahren ein 
SJSb ein mflcroinvasives Karzinom. Zur ^^X^S^ervbcabstrichen nacbgewiesen wer- 
S£ Verfahren angewendet, mh ^SSSSt^SSS^^- Der Tap-Test- hat dazu 
deTSmen. AUgemein bekannt ist dieses Verf ^ n , ^^e^SguSant gesenkt werden konnte. 
£«ragS daB die Inzkietu des Zervnckaranoms ^^^J^gS* Lasionen und Zervto- 
vWemieen Jabren wurde weiter gefunden, daB das ™rtegw von p^fflomviren, z. E HPV 16 oder HPV 18, 
oomirSmSweis von ^^^^^^^S^ Nachweis von Andkor- 
SoJSert Als Nachweis fur P^^^^ ^ Ser^mPatienten mittels ELISA oder vergtetchba- 

0 Stellenwert erreicht haben. Aufeabe zugrunde, ein Mirtel bereitzustellen, nut dem das Pro- 

° Der vorliegenden Erfindung ^fJ^^^SSvrerden kann 

gressionspotendal von Zervixlasionen Patentansprfichen erreicht 

ErfmdungsgemaB wird dies durch die Gegenstande * f - H &e ^ch zur Abschatzung des Progres- 
gSenSd der vorhegenden Erfindung^ ^SEd^ ubUche Verfahren berehgestellt 
e sion5>tentials von Zervixlasionen ^^"°XtS «nd spaten Passagen ^^?^?£ r 
B werdet Gfinstig ist ein Verfahren^ £f A oder RNA berehsteUt, die fur die fruhen bzw. 

Zellenisohertundvondieser RNA J e " e ch^terschiedTichenMengenexpruniertisL 

,„s»»r, P^^apen charaktenstisch ist bzw. in deutlicnumci^ j a Rsnate Passagen von HPV-munortali- 

rB \Tl30 Als Zellen konnen zB. HPV 1 ^^°™T?R7Y251-256). Die RNA der fruhen und spaten 
45 vemendeVwerden (vgl Durst, M- et aL Oncogene 1/3. ^fV*J emittelt werden, die fur die fruhen bzw. 
^aifn ka^ Leinander verghchen werden, wodurcb e u^reversen Transkription zu unteme- 
Sn PaSercharakterisnscfa sind Hierzu ^ « ^^^^ ofigo<I>Primer, die am 3<-Ende auf 
WDabei ist es vorteflhaft, sog. Verankerungspruner zu . ^ d somh gezie k den Obergang vom 

£ ™n U - 15 Thymid^-Basen noch zwei andere Basen "J"?™^ ^ erhaltene cDNA kann einer 
50 SSKT^SS PoMAj-Schwanz ^^^K^S* ublicbe ^itrar^-Prhner, 
AmSffikation in einem PCR-Verfahren ^^^^SS^Die amplinzierte cDNA kann dann emer 
zusammen ink vorstehenden Verankerungspnmern zu ^- a ° der _ ta ^em Schnri werden cDNA- 
SSerenden Polyacryiannd-Geldek^phores^ a vergleic nenden cDNA-P^ben, 

Banden identifizien, die eine unterscniedbche mte^tat £g? ^cnx Zellen, aufweaen. D.ese cDNA- 
d. h. RNA-Isolaten ^ den frShen una spaten Pastg^ v ^-^ sa .^pffikadon unterzogen werden. Ferner 
« «.,<■ Un »n nndeinerweneienvorsi-n-Bu- . .. . . __ d (jem Fachmann 
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Banden konnen aus dem Gel isofiertnndetner wens, ^n he2de Verfahren s^d dent Fachmann 

kfinnen si- klonien und in ihrer Sequenz bescmm. wert-n. vm Cancer Research 52, 1992 , 

St^end wird auf die fc^^^S?* ^ucleic Acids Research 21, (1993), 
6966- 6968; Liang et aL Science 257, (1992), 96/ 9/., " - 

Nukleinsaure beispielhaft als DMA beschrieben. 
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Eine erfmdungsgemaBe DNA kann in einem Vektor^^-^^o^gi^g^ 
dem Fachmann bekannt. 1m FaHe ernes Express.on^etoors ^eanen, wahrend fur die 

PGEX-2T, pQE-8 und pet3d Fur di e Bgjjg-gfe-d ^ pYW undYgdl ^ ^ ^ ^ 
Expression in tienschen Zellen z. B. pKCK, put- BUi, ci^ivio uuu , * 

COS, Vero und HeLa sowie die Insektenzellen sf9. - - Expressionsvektor inseriert 

Der Fachmann weiB, in welcfaer W^e ^ S'ein anderes Polypeptid 

^^ntr£^^ 
^St^k^Facn^ 

sind ihni Verf ahren bekannt, das durch die ^^^Swalk Gegenstand der 
^eServ^^ 

Ein weherer Gegenstand der vortegenden Erfmdungm em ge f^^/ Verfahren h^estetlt werden. Er 
polypeptid gerichteter Anukorper. Em solcher An^orper^nn *^^J e ^^ nd £ ^ 
kaim polyklonal bzw. monoklonal sem. Zu seiner HersteUung m « l^e, vomehenden ( Fu - 

HuhnSL einen polyklooato, und Mause ^^-°^onn^S"eichen (Fusionsjpo.ypepdd 

^^S^SS^^^^^^^ bzW " Egdb derTlere Crhahe ° WerdCIL ^ 
nTcSSL^ zuvertassig abzu- 

Die vorliegende Erfmdung ermoghcbt es, das ^^^^^l^^fSSstent werden, ob diese 
schatzen. Mit einem ^^^^^^^^^J^ charakteristisch sind 
Polypeptide enthalten, die fur ^J* e /Xl * S 

Femer kann tot ememerfmdmw^ JV Verfahren> insbesoodere 

ter Autoantikorper nachgewiesen werden. Beide Nacnweise wnjnfluoreszenz, erfolgen. Desweite- 

einen Western Blot, einen ELISA, erne tonunp>?V" iXSnde^in^DKA und bier^on abgeleiteten Pri- 

ob sicb ein ^rvbckarzmom to EntstehenbefmdeL MaBnahmen das Entstehen eines Zervixkarzi- 

Dariiberhmaus eignet sicb die Vorbegende ^ d ™^™^ ^^pnd jnhibiert werden, das fur 
noms zu ergreifen. Mit einem erfmdungsgemaBen ^^^^^^^ erfmdungsgemafie Nuklein- 
spate Passagen HPV-immortalisierter ZeUen ch ^^ eD ^ 0 A ^ p ^genutzt werdS Hierzu wird die 

weiterhin ein Kit bereitgesteUt Dieser emhalt ^.^J?^^^^ Polypeptide, die vorstehend als 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen: wnNA p.o Ferner ^ die Aminosauresequenz des 

Fig 1 zeigt die Basensequenz der erfmdungsgemaBen (c)DNA i-erner isx 
durcb die (c)DNA C4,8 codierten Polypeptids angegeben. 
Fig. 2 zeigt die Basensequenz der erfindungsgemaSen (c)DNA C21.7. 
M bedeutet mol/L 

BEISPIEL1 

Herstelhmg von ernncunpgemaBen cDNAs, C4J5 und C21,7 
Die Bedingungen fur die reverse Transition waren wie f olgt: 
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RNasin20 u/jil 

dNTP-Mbc (2,5 mM) 

MMLV Reverse Transcriptase 300 u/uJ 

0,1 M DTT 

Gesamt-RKA250ng/ J J 
Tl2 W-Primer (V = A, C oder G), 25 jlM 
5 x RT-Puffer*) 
dHzO 



♦)5x RT-Puffer: 
250mMTris-HCl(pH7,6) 

375 mM KC1 
15mMMga 2 . 



1,0 
1,2 pi 
2^ul 
5,0 ul 

5,0 Ml 
10,0 ul 
20 3 ul 
50,0 ul 



15 mM WlgV^2- 

Die Gesamt-RNA ™de vor der Reason 5 M = ^O-SO'C *~g^£2£*S$Z 
und^Reaktioi«geraBvorgeleg^ 

gegebea.zuletzt wurde alles imtMmc^oljJeredachtet und« w pj _ Nach Beendl . 

IchBeBBch wurde die Reataon durcb . I ^ er ^f ^^^b^uch eingrfroren. 

guBgderReaktion wurdendie T'^^^n Verf^en unterworfea. Hierzu warden 20 ul-Ansatze gemacht, die 
Die erhaltene cDNA wurde einem KR-Vrtrtrei^™ Template (1/10 des Reakuonsvolumens, ent- 
jeweils 2 vl des vorstehenden J^^^R^tJ aufwiesen. Die restlichen Komponenten (vg. 

sich wie folgt zusammen: 
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RT-Ansatz (vorgelegt) 
Mix: 

10 x PCR-Puffer*) 

1 0-mer Arbitrary-Primer 5 ^iM 

T 12 W-Primer(V = A C oder G), 25 uM 

dNTP-Mbc (2,5 mM gesamt) 

50mMMga 2 

Taq-DNA-Polymerase 20 U/ul 

c^P-dCTP 

dHzO 



2,0 id 

2,0 ul 
2,0)11 
2,0 >il 
0,4^1 

07ul 
0,2 ul 
o,i ul 

10,6 ul 
20,0 ul 



*) 10 x PCR-Puffer: 

200 mM Tris-HCl (pH 8^5) 

* "Ar^r PAG CGA A" (AP-1) oder »GCA ATC GAT G" (AP-6). Die 
Der 1 Corner Arbrrrary-Pnmer ist i B. ^^^J^^^p 96OO) mix folgenden PYogrammschntten 
Reason wurde im DNA-Thermocyder (Perkm-Hmer Gen Amp 

diirchgefubrt: 
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vertreten waren als in den fniben. m „iinkanon verwendet Hierzu wurden sie aus dem Polyacry- 

. WesecDNA-BaBdenwufleafureoe^wA^^^J^ Der pcR. Ansat2 5e «e s.ch wie 

iamidgel herausgeschninen und m em weiteres PCR-Vertanren B 
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folgt zusammen: 
10 x PCR-Puffer 5,0 ul 

10-mer Arbitrary-Primer 5\M 5,0 jxl s 

TtjW-PrimerfV = A, C oder G), 25 uM 5,0pJ 
dNTP-Mix (23 mM gesamt) 1,2 ul 

50mMMgCl 2 

Taq-DNA-Polymerase 20 U/ul 1,0 ul 

dHzO 31,5 td 10 

50,0(il 

Die PCR-Reaktion wurde unter den gleichen Bedingungen and mit derselben Abfolge von Programmen wie 
die erste PCR-Reaktion durdigefuhrt. 

Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden die Ansatze auf emem 1% Agarosegel aufgetrennt, und die 
gewunschten DNA-Banden aus dem Gel herausgeschnhten. AnschlieBend wurden die DNA-Banden aus den 
Agarose-Stuckchenelmert, wobei sog.XJen^^^^ _ 

Die ernaltene cDNA wurde in dem Klonienmgsvektor pCRD unter Verwendung des^ T^g^P^ 
flNVTTROGEN) kloniert Ernaltene Klone wurden mittels des T7-Sequencmg-Kir* (PHARMACIA) in ihrer 
Sequenz besrimmt Es wurden die erfmdungsgemaBen cDNAs, C4.8 und C21,7 erhalten. 

Beispiel2 

Vergleichsstudien unter Verwendung der erfindungsgemaBen cDNAs C4.8 und C217 

a) Die gemaB Beispiel 1 isoBerte Gesamt-RNA aus fruhen und spaten Passagen von HPK-U ZeUenwurde 
einer denaturierenden 43-6% Polyacryiamid-Geldektrophorese unterworfeu AnschlieBend wurde em 
ublicher Northern-Blot durchgefuhrt, wobei die RNA auf "Gene Screen-P^-Nylonmembnmen transfe- 
rierte w^irde. Zur Hybridisierung wurden erfmdungsgemaBe =P-markierte cDNAs, CAfi und C217, verwen- 

Es\eigte sich, daB die erfmdungsgemaBen cDNAs weh starker mit der RNA aus den spaten Passagen der 
HPK-IA-Zeilenreagierten,als dies mit den fruhen Passagen der Fall war. 

M Fem er wurden RNA-RNA-insitu Hybridisierungen an Gefrierschnitten von Zervixgewebe, namlicn 
normalem Ephhelgewebe, pramaligner Lasion und Karzmom, vorgenommen, urn den Zusmd desGewe- 
bes abzuschltzen. Als Hybridisierungssonden wurden RNA-Proben verwendel, die von den erfindungsge- 
maBen cDNAs CAS und C2U erhalten wurden. Dazu wurden letztere hneansiert und RNA wurde durch 
Sabe der ^rectendVn RNA-Polymerase, bevorzugt SP6 oder 17, und *P-rUTP syntheusiert Die 
RNA-RNA in shu Hybridisierung mit dem vorstebenden Gewebe wurde unter strmgenten Bedingungen 

ETz^e^^nufbeim Zervkkarzinom eine starke Hybridisierung erhalten wurde. Bei nonnalen 
Epithelgewebe war dagegen die Hybridisierung auBerst gering. 

Die vorstebenden Daten unterstreicben, daB sich die vorliegende Erfindung bestens eignet, potentieD maligne 
Zellen in einem Zervixabstrich zu detektierea 

Patentanspruche 

1 Nuklemsaure, geeignet zur Abschatzung des Progressionspotentials von Zervixlasionen, wobei die Nu- 
Ueinsaure dutch ein Verfahren erhaldich ist, bei dem man RNA aus fruhenand spaten P^*^-un- 
monalisierter Zellen isoBert und von dieser RNA jene idennfizien und als DNA oder RNA bereitsteUt, die 

* ■«*-«■-• »— a- l™: 

Fig 1 wobei Fig. 1 BestandteD dieses Anspnichs ist, oder eine hiervon ourch em ooer menrere Basenpaar. 

rsssziszz!**. « <* * — « 

Fig. 1 wobei Fig. 2 BestandteD dieses Anspnichs ist, oder erne niervon durch em oder menrere Basenpaare 
imterschiedliche Secuenz 'jmf aBt _ , ,. . 

4 aoK-peprid umfassend eine Aminosauresequenz, die durch die Nuklemsaure nach Anspnich i codiert ist 

5 Polypentid nach Anspnich 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Polypepnd die Aminosauresequenz von 
Fi= 1 wobei Fig. 1 Bestandteil dieses Anspnichs ist, oder eine hiervon durch erne oder mehrere Aminosau- 

^S^SS^^J^^ -eh Anspnich 1 bei dem man RNA aus fruhen und spaten 
Passagen HPV-immortaBsiener Zellen isouert und von dieser RNA jene loentmaert und als DNA oder 
RNA bereitstelk, die fur die fruheD brw. spaten Passagen charaktenstisch ist. 
7 innTrnnT <"»richtet segen das Polypeptid nach Anspnich 3 oder 4. 

J ^S^^d^iSlSn^ nach Xnspruch 1 als Reagens zur Diagnose und/oder Therapy ernes 
Zervixkarzinoms und zur Abschatzung des Progressionspotennals von Zervrdasionen. 
^vSSndung des Polypeptide nach Ansprach 4 oder 5 als Reagens zur Diagnose ernes Zervixkarzinoms 
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7 sowie ubliche HDfsstoffe 



Hierzu 2 Seite(n) Zeicbnungen_ 
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Mummer DE 19649 207 C1 

ZBCHNUNGEN SEITE 1 ~ ' C 07 K 14/025 

Veroffentiichungstag: 26. Februar 1998 



GCAAXCGATGGGGCATCCTTTCTGAAGATCTTCGGGCCACTGTCGTCCAGTGCCATGCAG 

I + + + + + + 60 

CGTTAGCTAC C CC GTAGGAAAGACTTCTAGAAGC CCGG TGACAGCAGG TCAC GGT ACGTC 

A I D G A S F L K I . F G P L S S S A M " 

TTTC^CGTGGGCTACTTC^ „ Q 

FVNVGYFLI AAGVV VFALGF - 



CTGGGCTGCTATGGTGCTAAGACTGAGAGCAAGTGTGCCCTCGTGACGTTCTTCTTCATC 

1 + + + + ~ + + 180 

GACC C GAC GAT AC C AC GATTCTGACTCTC GTTCACAC GGGAGCACTGC AAGAAGAAG TAG 

LG C y GAK T 2 S KCAL.VT F F F I - 



CTCCTCCTCATCTTCATTGCTGAGGTTGCAGCTGCTGTGGTCGCCTTGGTGTACACCATA 

181 + -r h + + + 24 0 

GAGGAGG AGTAGAAGT AAC GAC TC CAAC GTC GAC GACACCAGC GGAAC CACAT GTGG TAT 

L LL I F IA2 V AAAVVALVY T 2 



ATGGCTGAGCACTTC CC G AC GTTGCTGGTAGTGCCTGCCATCAAGAAGATTATGGTT 

241 + -r + ~ + 297 

TACCGACTCGTGAAGGGCTGCAACGACCATCACGGACGGTAGTTCTTCTAATACCAA 



MAE 



HFFTLLV VPAIKKIMV 



Fig. 1 
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ZHCHNUNGEN SEITE 2 



Nummer: D E 196 49 207 Cl 

IntCI. 6 : C07K H/025 

Veroffentlichungstag: 26. Februar 1 998 



1 AGCCAGCGAA C GGAC GAGGG TGACAATAGA GTGTGGTGTC ATGCTTGTGA 

51 GAGAGAAAAC ACTTTCGAGT GCCAGAACCC AAGGAGGTGC AAATGGACAG 

1.01 AGCCATACTG CGTTATAGCG GCCGTGAAAA TATTTCCACG TTTTTTCATG 

151 GTTGCGAACA GGTGCTCCGC TGGTTGTGCA GCGATGGAGA GACCCAAGCC 

201 AGAGGAGAAG CGGTTTCTCC TGGAAGAGCC CATGCCCTTC TTTTACCTCA 

251 AGTGTTGTAA A 



Fig. 2 
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